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Název práce: 

Nový chimerický antigenní receptor (CAR) pro terapii infekce lidským 

cytomegalovirem (HCMV) 

 

Cíle práce 

Konstrukce chimérického antigenního receptoru proti glykoproteinu gB lidského 

cytomegaloviru a ověření, zdali je funkční (in vitro). 

 Konstrukce plasmidu nesoucího  gBCAR  

 Ověření exprese gBCAR v tranfekovaných buněčných linií  

 Zavedení postupu přípravy lentivirů a transdukce T lymfocytů 

 Ověření povrchové exprese gBCAR v transdukovaných T lymfocytech  

 Příprava cílových buněk pro testování funkčnosti gBCAR 

 Ověření schopnosti gBCAR stimulovat modifikované T lymfocyty k produkci INF 

v přítomnosti cílových buněk  

 

Struktura (členění) práce, odpovídá požadovanému? ANO     

Rozsah práce (počet stran):  116 + přílohy 

Je uveden anglický abstrakt a klíčová slova      ANO      

Je uveden seznam zkratek?         ANO 

 

Literární přehled:  

   Odpovídá tématu?    ANO     

   Je napsán srozumitelně?   ANO    

   Použil(a) autor(ka) v rešerši relevantní údaje z literárních zdrojů?   ANO      

   Jsou použité literární zdroje dostatečné a jsou v práci správně citovány? ANO   

 

Literární přehled je zpracován pečlivě a výstižně na 10 stranách s kvalitní  obrazovou 

dokumentací.  

 

Materiál a metody: 

 Odpovídají použité metody experimentální kapitole?      ANO     

 Kolik metod bylo použito?  

 

Metody jsou v diplomové práci popsány na 30 stranách. Zahrnují  konstrukce plasmidů a 

lentivirových vektorů, klonování, práce s lidskými buněčnými  kulturami,   

transdukce  lentiviry, infekce buněk virem HCMV, Barvení buněk a FACS analýzy, ELISA 

testy pro detekce interferonu, DNA a proteinové analýzy. 

 

 Jsou metody srozumitelně popsány?    ANO  

     

Autorka věnovala kapitole Materiál a Metody velkou pozornost.  Popsala je velmi podrobně 



(včetně obrázků a popisu přístrojů), takže mohou sloužit jako manuál pro další 

spolupracovníky.  V práci oddělila (a  rovněž  popsala) metody a postupy, které sama 

nevykonávala.  

 

Experimentální část: 

    Je vysvětlen cíl experimentů?   ANO      

    Je dokumentace výsledků dostačující?     ANO        

    Postačuje množství experimentů k získání odpovědí na zadané otázky?    ANO   

 

Diskuze: 

   Je opravdu diskuzí, nejde jen o konstatování vlastních výsledků?    ANO  

Diskuse je rozsáhlá, velmi podrobná a kvalitní.    

 Jsou výsledky porovnávány s literaturou?    ANO      

 Jsou uvedeny nějaké hypotézy či návrhy na další řešení problematiky?     ANO     

 

Závěry (Souhrn) : 

Jsou výstižné?    ANO     Autorka navíc prezentovala experimentální plány do budoucna 

.   

Formální úroveň práce (obrazová dokumentace, grafika, text, jazyková úroveň): 

 

Obrazová dokumentace i celkové zpracování jsou po formální stránce na vysoké úrovni. Celá 

práce je sepsána velmi pečlivě. Překlepů a chyb je v práci minimální množství.       

Citace jsou uváděny jednotně (s výjimkou citace vlastní bakalářské práce, kde je na rozdíl od 

ostatních citací autorka uvedena plným křestním jménem. 

 

Splnění cílů práce a celkové hodnocení: 

 

Diplomová práce Marie Kroutilové byla vypracována v Ústavu Hematologie a Krevní 

Transfuze pod vedením Dr. Šárky Němečkové. Je součástí hledání nových přístupů k léčbě 

reaktivace HCMV u pacientů, kteří prodělali transplantaci krvetvorných buněk. Řešený 

projekt je velmi aktuální. Terapie lymfocyty  nesoucími chimerický  antigenní  receptor se již 

uplatňuje v nádorové terapii. Vývoj této terapie v  potlačování infekcí některých lidských 

virových patogenů je slibný avšak prozatím v začátcích.      

Cíle práce byly náročné avšak  jasně definované. Postupy k jejich splnění byly dobře volené 

a experimentální prací autorky také všechny naplněny, přestože se diplomantka potýkala 

s mnohými potížemi, např. při hledání protilátky pro detekci gBCAR na povrchu buněk nebo 

s  použitím piggyBac transpozonového systému. Práce je psána velmi pečlivě a pečlivě jsou 

provedeny i pokusy.  

Kapitola diskuse je velmi podrobná a hodnotná.  Autorka se v ní dotkla prakticky všech 

otázek a problémů s prací spojených, vyslovuje řadu hypotéz. Prokazuje též velké znalosti 

literatury publikované v tomto oboru (čerpala z více než 100 citací).    

 Práci považuji za velmi kvalitní. 
 

 

Otázky a připomínky oponenta: 

 

Obr. 12 slouží k „ověření kvality izolovaných fragmentů“. Čtenář musí kvalitě pouze věřit 

(ostatně projevila se i úspěšným klonováním), protože fragment dlouhý 771 bp není na obr. 

téměř vidět. 

V kapitole  výsledků  5.9.,  týkající se funkčního testu T lymfocytů nesoucích chimerický 

antigenní receptor proti gB (gB CAR) jsou popsány pokusy (inkubace T lymfocytů 



nesoucích gB CAR s buňkami infikovanými HCMV  a následné určení koncentrace IFN v 

mediu),  ale postrádám  nějaký  slovní komentář  grafu s interpretačním závěrem.  

Obr. 14 a některé obrázky plasmidů – jsou hezky provedené, ale popisy jsou špatně čitelné, 

měly by být napsány větším písmem. 

 

Co znamená červený kosočtverec v grafech obr. č. 4 (není uvedeno v popisu)? 

 

V práci uvádíte jako zdroj  piggyBac  plasmidů  pracoviště Dr. Otáhala.  Znáte jejich 

skutečný původ (firma nebo laboratoř)?  

V čem si myslíte, že spočívá vysoká úmrtnost buněk při použití  piggyBac systému?  

  

 

Návrh hodnocení oponenta (známka nebude součástí zveřejněných informací) 

 

 výborně    velmi dobře    dobře    nevyhověl(a) 
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